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A 群溶 血 性連鎖球菌 憾 適 齢 の 抗腫瘍性 お よ び 非抗 腫瘍性 の 菌株 は共 に イ ン タ ー フ ェ ロ ン
くinte rfe r o n，I F叩 を誘起 し ， 各誘 起 王F N 間 に は 定性 ． 定量 的 に 差 が 認 め ら れ な か っ た こ と か ら各
I F Nの 生物活性 を比較検討 す る た め ， 抗腰 癌性 で ス トレ プ トリ ジ ン S くstr eptolysin S， S L S仁摩生能 を
有 す る A 群溶連 菌 Su 株 tSu 酎 ， 溶 連 薗 C203S株 くC 203S副 お よ び 溶連 菌 Bla ckm o r e株
くBla ckm o re凱 な らび に非 抗腫瘍性 で S L S産生 能 を欠く A群溶連菌 C 203 U株くC203 U齢 に よ る各
誘起 工FN の 抗 腫瘍活性 を比較検討 し た ． こ れ ら の 溶 連薗 の 凍結乾燥標 晶 は
，
Su 菌 標晶 で あ る
OK－4 32と同様の 方法で調製 し た ． す なわ ち ， 普通ブ イ ヨ ン 培地 で20時間培養し た各菌 を． ペ ニ シ リ ン
G含有 Be rnheim er基礎 液くBernheim e r，sba s al m ediu ml 中に 浮遊 さ せ て
，
．37
0
Cで20分間続い て450Cで
30分間静置 し た後 ． 凍結乾燥 した ． こ の よう に し て得た 薗標品と正 常 B A L BIc マ ウ ス肺細胞 を370C で
48時間培養 し て誘起さ れ た上 清液中の I FN 活性 は ， L 929 細胞 と v e sic ula r sto m atitis viru sを用 い て
測定 し た ． そ の 結 軋 各上清液中の 膵 N 活性値ノml はほ ぼ同 じ で あ っ た 0 次 に ， 各工F Nl含有培養上浦
液 岬 N 上 浦掛 に よ り酒性化さ れ た脾細胞 の 抗腫瘍活性 を腫瘍細胞中和試験 くWin n，s a s sayJに て検 討
し た － す な わ ち
，
IF Nを 100 Uノml ま た は30 Ulml 含む I F N上 清液中で ， 正 常 B A L BJc マ ウ ス牌細
胞 を37
q
C で18時間イ ン キ エ ペ ー ト し
， 晴性化肺細胞 を準備 した ． 次い で
，
．
M eth－A 肉腫細胞と括性化脾
細胞を 1 こ1 0の 細胞比 に 混 合 した 後 ， こ の 混 合細胞浮遊鞭 を マ ウ ス 側腹部皮下 に 移植 し ぃ 腫 瘍の 増殖 を
21 日間経時的に 観察 し て ， 各活性化脾細胞の 抗腫瘍清性 を比 較検討 した ． そ の 結 乳 Su， Bla ckm o r eお
よ び C203 U菌標 品 に よ り得ら れ た I F N上 清液 を伺 い て ， I F N濃度 100 Uノml で 括性化 した牌細胞 は ，
い ず れ も有意 に 腫瘍増殖 を抑制 した ． こ の こ と よ り
，
抗腫 瘍性 を 欠く C 203 U薗が ， 抗腰瘍性 を有 す る
Su 菌お よ び Bla ckm o re薗と同等 に I F N を誘起 し ， か つ
，
W in nの テ ス トくW in n
，
s a ss ayJに よ っ て 測
定され た誘起 膵 N の 生物学的活性 に も 差 異が な い こ とが 示 さ れ た ．
Key w o rds gr oup A he m olytic streptoc o cci， O K－432， m O u Se Splee n c ell，
indu ced－interfer o n， W inn
，
s a s s ay
1868年 ， Bu schりが
， 肉腫患者に 丹毒が併発す る と 腫
瘍が消退 ． 消失し た こ と を報告 して 以 来 ， 多く の 研 究
者ら2I31が溶血 性連鎖球菌 惰適 齢 を 劉生腫瘍 の 治療 に
用い る こ と を試み た ■ し か し
， そ の 菌力の た め ， お よ
び効果の 点 か ら実月沼ヒに は 至 ら な か っ た ． O ka nl Ot
は ， 1940年 に 核酸に よ る A 群溶連菌 の ス ト レ プ ト リ ジ
ンS くstr eptolysin S， S LSナの 増産効果4，を報告し
，
こ
れ に 基 づ し1て
， 溶連 菌の S L S産生能お よ び制が ん 作
用 に 関す る研究 が進 め ら れ た ． 19 55年 ， Koshim u r a
ら51は t 溶連菌が 制 が ん効果 を 有す る こ と を実証 し ，
196 6年 ， Oka n－OtO ら は
． 同園 を弱毒化 し た 潜連薗
Su 株 くSu 酎 を ペ ニ シ リ ン G加 Be rnheim e r基礎 液
中で 温 度処理 を 行 っ た 結果 ． 抗腫瘍作用 が 増人し か つ
S L S産生 能の 消失 した P C．B－45附 くO K－431Jを 開発 し
A bbreviatio ns 二 FC S， fetal c alf seru 町 I F N， interfero nこ I し1， interle ukin －1ニ I し2，
interleukin－2ニ M E M， Eagle
，
s minim u m e sse ntial m ediu 町 N K， n atur al killer3K E，K linishe
E in heit三 P BS， pho sphate－buffered s alin ei SLO，Streptolysin O三 S L S， Str eptOlysin Sニ V S V，
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た ． その 凍結乾燥標品で あ る O K－432
8－
は ， 現在 ， 制 が
ん 剤と して 広く 臨床 お よ び研究 に 用 い ら れ て い る ．
o K．432の 抗腫瘍効果の 作 用機序 と し て は ． 直接 作 用
と し て の 腫瘍細胞障害作用 脚 の ほ か ， 宿主 介在作用 が
ぁ る こ とが 明 らか に な っ て い るが ， 最近 で は ， そ の抗
腫瘍効果は 主 に 宿主 介在作用 に よ る こ と が 示 唆さ れ て
い る ． す なわ ち ， O K－432 が． 好中球
1 0－
．
マ ク ロ フ ァ ー
ジ
Il ト 14， や ナ チ ュ ラ ル キラ ー 細 胞
1 5卜 m くn atu r al kille r
c ell， N K細 紗 の 活性化 を介 し て ， あ る い は ， 細胞障
害性丁細胞の 分化 ． 誘 導
醐 を 介 して 制が ん 効果 を示
す こ と が 明ら か に な っ て い る ． さ ら に ， O K－432 は，
イ ン タ ー フ ェ ロ ン
恥 22Iくinte rfe r o n，1F Nlイ ン タ
ー ロ イ
キ ン 1 くinte rle ukin －1， IL－1 お よ び イ ン タ
ー ロ イ キ
ン ー2 くinte rle ukin ．2， IL，21
卿
， NK 三細 胞 活 性 化 因
子
24－お－
，
腫瘍壊死因子 抑 な どの誘起能 を も つ こ と が 示 さ
れ
．
こ れ ら サイ ト カ イ ン が 各々 の エ フ ェ ク タ
一 紙胞を
酒性化す る こ と に よ り ． あ る い は直接的 に 作用 して 抗
腫瘍効果 を示 す こ とが 報告 され て い る ■
一 方 ， 溶連菌 に よ る制が ん効果 は ， S L S産生能 を有
す る 溶連菌に の み認め ら れ ， S L S産生能 を有 しな い 溶
連菌 に は 認め ら れ な い こ と が 実証
潤 さ れ て い る ． し
か し ． 近年 ， 池田 抑 に よ り ， S L S産生能 お よ び抗腫瘍
性 を も た ない 溶連菌が ， S L S産生能 お よ び抗腫瘍性 を
有す る溶連薗 と同様 に ． マ ウ ス 肺細胞 に お い て IF N
を誘起 し， 各誘起 げ N 間 に は定性
． 定量的 に 善が な
い こ と が 報告さ れ た ． こ の こ と か ら ， 本 論文 で は ，
S L S産 生能 を有 し抗腫瘍性 の 溶連菌 ， お よ び ， SL S産
生能 を欠き抗腫瘍性の な い 溶 連菌 に よ り誘起 さ れ た
1F Nの 生物学的活性 を比 較検討 す る た め に ， 各誘起
1 F N含有培養上浦液 口F N 上清液1 に よ り 処理 さ れ た
肺細胞 を用 い て W in n の テ ス ト くW in n
，
s a s s ayI3
0Iに よ
る抗腫 瘍実験 を行 い ， 各誘起 1F Nの 肺細胞 に 対 す る
地
活性化作用 に つ い て検討 し た ．
材料お よ び 方法
I ． 溶連菌株
金沢大学医学部薬 理 学教室保存 の 菌株 ， Su 菌
くType 3， A T C C210601， 溶連 菌 C203S株 くType 3，
C 203S召削 ， 溶連菌 C203 U株 くC203S菌 の 変異株 ，
C 203 U菌1 お よ び 溶連菌 Blackm o r e株 くType ll，
Bla ckm or e菌1を用 い た ． 各薗の 性状 は表 1 に 示 した
如 く で あ る ． ま た ， 各菌 の 継代培養 に は普通 ブイ ヨ ン
培地 くpH 7．41 を用 い た ．
II ． 溶連菌標晶 の 作製
各溶連薗の ペ ニ シ リ ン 処理 標晶 は ， O K
－432の 調製
法6m 3
1， に 準 じて 作製 し た ． す なわ ち ， Su 軋 C203S
菌 ， C203 U菌ある い は Bla ckm o r e薗 の20時間普通ブ
イ ヨ ン 培養液 1ml を 100ml 普通 ブイ ヨ ン に 接種し ，
37
0
Cで20時間培養 した 後低温下 で 遠心 し ， 沈澱し た生
菌体 を冷生理食塩水 40ml で 2 回洗浄 した ． 次い で ，
洗浄菌体 を 5 ml の Be rnheim er 基礎 液
32一亡マ ル ト ー
ス 6 75m g， 2 0％ K H2P O．くNaOH で pH 7に 調勤 6
ml， 2％MgS O． ． 7 H20 12ml， 蒸留水66mり に 浮遊
した ． 次い で ， 薗浮遊液 に 1．6XlO
5
Uノml のペ ニ シリ
ン G く明 治製菓 ， 東 副 生埋食塩水溶液 1 ml を加え，
37
0
Cで20分間 ， 続 い て4 5
0
C で3 0分間 の加熱処理 を行
い ， 同処理 液 に さ ら に 1 ％ D し メ チ オニ ン
ー ペ ニ シリ
ン G く1．08XlO
5 Uノml 液 6 mlを 添カロして 凍結乾燥し
各菌標品 を作製 し た ．
こ の 様 に し て 得 ら れ た 標晶 を ， そ れ ぞ れ ， OK－432
ほ た は Su 菌標 副 ， C203S菌標臥 C 203 U菌標晶お
よ び Bla ckm or e菌標晶と した ． こ れ ら 各標品は使用
直前 に 燐酸緩衝食塩水 くpH 7．3Hpho sphate
－buffered
s alin e， P B Sl に溶解 して 用 い た ． 各商標品 の 量 は K E
Tablel． Pr ope rtie s of he m olytic str epto c o c ci u sed
in this study
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alS L S， Str eptOlysin S，
blS LO， Str eptOlysin O ．
v e sic ular sto m atitis vir u s Bla ckm o re軋 溶連菌 Bla ckm ore 勘 C203 S菌 ， 溶連菌
C203S
軌 C203U薗 ， 溶連菌 C 203 U勘 Su 菌 ， 溶連菌 Su 株 i溶連菌 ， 溶血性連鎖球菌
一
A群溶連薗に よ る誘起イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 抗腫瘍活性
く薗量の 単位 で ， 1 K E は乾燥薗0．1m g に 相 割 で 表示
した ．
HI． 実験動物 お よ び 腫 瘍系
6過令 ， 雄 の BA L Bノcマ ウス く静岡実験動物農業共
同組合 ， 浜 蜘 を実験 に 用い た ． 腫瘍は B A L BIc マ ウ
スの 腹腔内で継代維持 し て い る M eth－A 肉腰細胞 を
用い た ．
IV． マ ウ ス 牌細胞浮遊液の 作製
牌細胞浮遊液の 作製 は S hir ahata ら33，の 方法に 準 じ
て行 っ た ， す なわ ち ， 5 匹の マ ウ ス を脊椎脱 臼で 殺 し
た後， 無菌的に 摘出 した脾臓 を60m m 径 プ ラ ス チ ッ ク
シ ャ ー レ 2 5 0 1 0くC ORNI N G， Ne w Yo rkJ 内の
Eagle
，
s minim u m es s e ntial m ediu mくM EM H日水製
薬， 東 剰 3 ml 中に 置 き ， ハ サ ミ で 締 切 し さ ら に 1
ml ツ ベ ル ク リ ン 注射器 内筒底部 を用 い て破砕 し た後 ，
新たに 7 ml M E Mを加 えて 充分渡絆 し
， 脾細 胞 を 浮
遊させ た ■ こ の 細胞浮遊液 を金属 メ ッ シ ュ で 濾過 して
結合織 を除去 した後 ， 嵐L－く100g， 10分 間1して 上清液
を吸引除去 し た 一 次 い で ， 沈漆 を トリ ス 緩衝塩化ア ン
モ ニ ウム 浄液 圧吊 3％塩化 ア ン モ ニ ウ ム 液と0．17 M ト
リス 緩衝液 くpH7－6引 を 9 こ 1 に 混 創 4 ml中に 浮遊
させて 充分擾拝 し室温下に 約3 分間静置 し て 赤血 球 を
溶血 させ た 後 ， M E M8 ml を加 え遠 心 く100g， 1 0分
剛 し て 上清液 を 吸 引除去 し た ． 生 じた 沈漆 を 8 ml
M E Mを用 い て 3 回遠心 ． 洗浄し た後 ， 適量 の 5 ％ウ
シ胎児血 清tfatal c alfs e r u m， F C SHG IB C O， Gr a nd
Isla ndJ 加R P M I1640培地 旧 水製郵 に 浮遊 さ せ ， 1
時間水中に 静置 し て沈澱 物 を除去し た ． 次い で ， こ の
浮遊液中の 生 存脾細胞 数 を0 ．4 ％ ト リ バ ン プ ル ー
tMerck， Da r m stadり に よ る 色素排除 テ ス tl くdye－e X－
Clu sio nte sり に よ り計数 した後
，
さ ら に 5％ FC S加
R PM I 164 0培地 を加 え て希釈 し ， 2 へ 1 1X l O7細 胞ノ
ml の 牌細胞 浮遊液 を作製 し た ． 実 験 に は
，
5 ％
F C S加 R P M I 1640培地 で 希釈 した 脾細胞浮遊液を用
いた ．
V ． 各溶連菌標晶 に よ る 工FN の 誘起実験
菌標品の マ ウ ス 脾細胞 で の 誘起 工F N 活性 に つ し1 て
は， 池田詔J に よ り ， 最も 高 い 活性値 が
， 肺細胞数 1 x
lO7個ノml
． 薗標品作用濃度 0．05 K Eノ血 お よ び培養時
間24乃至48時間に て得 ら れ る こ とが 報告さ れ て い る こ
とか ら ， 正常 B A L BIc マ ウ ス よ り調製 し た 肺細胞 の
5％ F CS 加 R P M I1640培地浮遊液 く1 x lO7 細胞I
mり に 各薗標品を 0．05 E Eノml 加 え
， 炭酸 ガ ス 培 養器
候酸ガ ス 濃度 5％う に て37
0
Cで48時間培養 す る こ と に
より
， 汀 N を誘起 した 一 次い で ， そ の 培 養液 を遠 心
く10g， 10分 間 した後得 ら れ た上 清液中の 工F N活性
1139
を測定 し， こ れ ら の 汀 N 含有培養上清液 肝 N 上清
衡 を5 ％ F CS加 R P M I1640培地 で希釈 して ， 脾細
胞の 活性化 に 用 い た二 I F N上 清液 は
，
使用 時 ま で 一 80
0
Cに 冷凍保存 し た － 以下 ， 各薗原品に よ る 膵 N 上 清
液を ， それ ぞ れ ， Su pI F N 上帯軋 C 203S－IF N上 清
液， C203 U－I F N 上清液お よ び Bla ckm o re－I FN 上清
液と暗記す る ．
V L I甘N活 性の 測定法
東北大学医学部細菌学教室よ り供与さ れ た L 929細
胞 お よ び v e sic ula rsto m atitis viru Sくイ ン デ ィ ア ナ
株 ， V S VI を伺 い ，Br ode u r瑚 お よ び Koi35，らの 方法 に
従い 王FN 上清液中の 王F N活性 を測定 し た ， す な わ
ち ． 7．5％子 牛血清くGI B C Oン加 M EM を 用い て倍 々 希
釈し た各 工F N 上 清液 の 希釈液 50ル1 をマ イ ク ロ プ
レ ー トく96穴HC ORN I N Gナの 各ウ ェ ル に 注入 し ， こ れ
に L 929細胞浮遊液 く1．5X lO6 個ノmり50声1 を加 え て
炭酸 ガ ス 培養器く炭醸ガ ス 濃度 5％I に て370Cで 24時
間培養 した 一 培養後 上滞液 を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 吸
引除去 した 後 ， 各 ウ ェ ル の L 929細胞 を P B SO． 3ml
で 洗浄 し， こ れ に V S V溶 液 くM E M で 希 釈 ． 40
plaqu efo rming u nits15 0JLり を添加 し ， こ れ を炭 酸ガ
ス 培養器に 静置 した ． 1時間後 V S V培養液を 吸引除
去 した 衡 1．5％メ チ ル セ ル ロ ー ス 伴 井 化学 ， 京 恥
加1．5％ F CS 加 M E M 50JLl を重層 し ． 炭酸 ガ ス 培養
器で24時間培養 した ． 培 養後重 層培地を 吸引除去 した
マ イ ク ロ プ レ ー ト を
，
1 ％ ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
くM er瑚 カロエ チ ル ア ル コ ー ル に 浸 し
，
15分間染色固定
し た 一 次い で
，
水洗 を行 い プ ラ ー ク 数を求め た ． 対 照
と し て ， I F N無注入 L929細胞の V S Vに よ る プ ラ ー
ク数 を用 い J F N活性値 は ， 対照 プ ラ ー ク 数の50％ に
減少さ せ る 工F N上 清液の 最高希釈濃度の 逆数 で 表 し
た ほ0％プ ラ ー ク 阻止 法ト な お 測 定に 際 し ， N I H標準
マ ウ ス I F NくNo ■ 022－904－5川 も同時に 測定 し ， 本実
験系に よ り求 め た工F N活性値 を国 際単位 と比 較 し た ．
その 結果 ， 本実験系に お け る 1 単位は約 1 単位の 国 際
単位 に 相当 した ．
軋 I F N 上清動 こよ る 牌細胞 の 活 性化
正常 マ ウ ス脾細胞 の 浮遊液に 工F N 上清液 を加 え ．
I F NlOO Uノmi ま た は 3 0 Uノmi 含有 1 Xl O7 牌細胞l
mi の 5 ％ F C S加 RPM I 1 640培地浮遊液 を 調 製 し
た ■ 60m m 径プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 25 010くC O R N．
I NGl に こ の 細胞浮遊液10ml を入 れ て
， 炭酸 ガ ス 培養
器 く炭酸 ガ ス 濃度 5％1に て370C で18時間培養し た ． 培
養後 ， プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 内の 全細胞 をラ バ ー ポ リ
ス マ ン に て 回 収 して 遠心く100g ， 10 分間卜し た後 上 清液
を吸 引除去 し， 沈檀を 8 ml の 冷 ハ ン ク ス 液 くpH 7 ． 2ナ
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で 3 回遠心 ． 洗 浄 した ． 得 られ た 沈漆 に 1．5 血 の 冷
ハ
ン ク ス液 を加 えて 浮遊さ せ ． 生存脾細胞数 を ト リ
バ ン
プ ル ー くMe r cklに よ る色素排除 テ ス ト に て 計数 し た
後 ， さ らに 冷 ハ ン ク ス 液 を加 え て希釈 し ， 5 X lO
7 細
胞ノ血 の 活性化牌細胞浮遊液 を調製 し た ．
vlu． M eth－ A 肉腫細胞浮遊液の 調 製
M eth． A 肉腫細胞腹腔内移植 9 日目 の B A L BIcマ
ウ ス より腹水を採取 し ， ハ ン ク ス 掛 こ浮遊 さ せ て 遠心
く25g ， 10分間1 して 上清液 を吸 引除去後 I 沈漆 を トリ
ス緩衝塩化ア ン モ ニ ウ ム 溶液 4 ml 中 に 浮 遊 さ せ て 3
分間静置 し赤血球を溶血 させ た ． 次 い で ，
ハ ン ク ス 液
に て 3 回遠心 ． 洗浄後． 再 び ハ ン ク ス 液に 浮遊 させ t
5 X lO
6 細胞ノml の M eth－A 肉腫細胞浮遊液 を調製 し
た ．
1X． 活 性化牌細胞 に よ る 腫癌細胞 中和 試 験 くWin n
の テ ス り
1F N 上清液処理 に よ る 活性化牌細胞 の ， わ7 び加 で
の M eth－ A 肉腫細胞に 対 す る増殖抑制効果 を W in nの
テ ス ト に よ り 調 べ た ． すな わ ち ， 腰癌細胞 と活性化脾
細胞の 混 合比 が 1 二10に な る よ う に ， M eth
－A 肉腫 細
胞浮遊液く5 XlO
6細胞ノml と 活性化脾細胞浮遊液く5
x lO7 細胞ノmlI を等量混合 した 液 を作製 し ， こ の 混液
0．2mlく5 声10
5 M eth－A 細 胞1 を
一 群 7 へ 10匹 の
B A L Bノcマ ウ ス 側腹部皮下 に 移植 し ト 腫瘍 の 増殖 を21
日間観察し た ． 腰痛の 大き さ は ， 長 径 くLm ml と短径
Table2． IF N a ctivity of c ultu r e s uper－
n ata nts of sple e n cells a nd v a rio u sstr ep－
to co c calpr epa r ation s
al
Strepto co c c al Activity of lF N
bl
pr epa r atio n くUノml
Su くO 正一432ユ
C20 3S
C 203U
Bla ckm ore
n
U
ハ
リ
O
O
5
5
1
2
2
1
1
al Co c c al su spe n sio n of str ain Su ， 2 03 S，
C203 Uo r Bla ckm o r ein Bernheim e r
，
s ba s al
m ediu m co ntaining pe nicilin Gく2．7 x lO
J
uJ
，
ml w a sin c ubated at 37 てfo r 20 m享n
follo w ed by in c ubation at 45 C fo r30 m ln
a nd lyophiliz ed．
blSple en c ellsく1 x lO
7
c ellsノml s u spe nded
in R P M I1640m ediu m s up ple m e nted with 5％
fetal c alfser u mくF C SI w e r ein c ubated with
チO C C al prepa r atio nく0．05 K EノmlJin 5
％ C O2
1n C ubato r at 37 C fo r 48 hr． A fter in c u
－
batio n， IF Na ctivity of the c ultu r e s upe r－
n ata nt w a s a s sayed． K E， O n eK E c o r r e
－
spo nds to O．1m g dried coc ci．
地
くSm ml の 平均値くL＋Sl12m m で 表示 し ， さ ら に21 日
目の 腫 瘍湿重 量 を測定 し た ．
X ． 統計学的検定
得 ら れ た成績 は ， す べ て 平均値 と標準 誤差 くS． E．
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Fig． 1． Effect of sple en cells pr etr e ated
with
c ultu r e s uper n ata nt of Su c o c c al pr ep
a r atio n
o n the gr o wth of M eth
－ A s a rc om a cells．
Experim e nt o n effe ct of sple e
n c ells w as
c a rried o ut by W in n
，
s a s say． M o u s e splee n
c ells く1X lO
7
c ellsl ml w e r ein c ubated with
c ultu r e s uper n ata nt C O ntaining IF Nく100 Ul
ml indu c ed by Su c o c c al prepa r atio nくSu
－I F N
s up．1 at 37
0
C fo r 18 hr， a nd mix ed with
M eth－ A sa rc o m a c ells in a c ellratio of lOニ1．
T he mixtu re c o ntaining 5XlO
5
M eth－A c ells
w a sin 。C ulated subc uta n e o u slyinto a B A L BIc
m ou s e． M eth－A c ells alo n e o rMeth
．A c ells
mix ed with sple en c ells in c ubated witho ut
Su －IF Nsup． at 37
0
C fo r 18hr w e r e also
in o c ulated into a rn O u Se． Gr o wth ofthe solid
tu m o r w a sobs er v ed for 21 days， and the
tu m o rw eight o n 21th day afte rin o c ulatio n
w a sm ea su red． Ea ch v alu eくm ml r epr es entS
m e an tu m o rdia m eter 士 Sta nda rd err o r oft
he
m ea nくS． E． M ．l of se v e nto ten mic e． Mea n
tum 。rdia m ete rくm ml w a s e xpre ss ed a sくlong
dia m ete r＋ short dia m ete rV2． 0 ， M eth－A cells
mix ed with Su －I F Nsup． －treated splee nc ellsニ
ー， M eth－A c ells mix ed with n on
－tr e ated
sple e n c ells三 ム ， M eth
－A c ells alo n e． ＋Signifi－
c a ntly differ e nt fr o m gr o up of Me
th－ A cells
mix ed with n o n－treated sple e n c e1s， pく0 ＋05
くwith the Stude nt
，
s t－teStl． 串 木Signific antly
diffe r e nt fr o m gr o up of Meth
－ A c ells mix ed
with n o n－tr e ated sple e n c ells， pく0．01．
A群溶連菌 に よ る誘起イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 抗腫瘍惰性
M ．1 で 表 し た ． 2 群 間 の 平 均値 の 差 の 検 定 は ，
Student t検定 に よ り 行い ， Pく0．05 を有意と した ．
成 績
工 ． I F N 上清液 中の 誘起 工F N 活性
脾細胞数 1 XlO
7個ノml と薗標品濃度0．05 K Eノml の
等量混合液 を ， 炭酸ガ ス 培養器く炭酸 ガ ス 渡度 5％いこ
て37
0
Cで48時間培養 し た ． こ れ に よ り 得 ら れ た 誘起
IFN 含有培養上 清液く工F N 上清液1 中の I F N活性
は ， 表 2 に 示 し た如 く ． 誘起 IF N活性 は Su 菌 で 最も
強く ， Bla ckm o re菌と C 203 U菌 は ほ と ん ど同程度
で ， こ れ に つ づ き C 203S菌は 最も弱 か っ た ．
工工 ． 牌細 胞活 性化 に 関す る 実験
W in の テ ス トに よ っ て行わ れ た 脾糸田胞の 活性化 に
つ い て の 実験成績 は次 の如く で あ っ た ．
1 ． I F N作用 濃度100 Ulml を用 い た 脾細胞活性化
実験
Su 菌 ． C 203 S菌お よ び Bla ckm o r e菌の 各薗標品 に
よ り得ら れ た 工F N上 浦液 を用 い て 1F N 濃度 を 10 0
Ulml と し て活性化 し た肺細胞の M eth．A 肉腫細胞 に
対する 抗腰瘍効果を ， 先 に 記 した 如く に して W in nの
テス ト に よ り検討し た ． M eth－A 細胞 と活性化肺細胞
また は 工F N非処理牌細胞く対照牌細胞Iを 1 こ10 の細
胞数比 に 混 じた M eth－A 細胞 ， な ら び に 牌細胞 と混 じ
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Fig． 2． Effe ct of sple e n c ells pretre ated with
Cultu r es upe rn at nt Of C 203U c o c c al pr epa r a－
tio n o nthe gr o wth of Meth－ A c ells． Refe rto
fo otn ote of Fig． 1．
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て な い M eth－A 細胞 を ， 正 常 B A LBIcマ ウ ス 側腹部
皮下 に 移植 し
，
腫瘍 の 増殖 を21日 間観察 した 成績 は ，
図 上 勺 3 に 示 し た如く で あ る ．
1う Su 一 打 N 上 清液に よ る牌細胞活性化実験成績
脾細胞 を混ぜ ずに M eth－A 細胞 の み を移植 した マ
ウ ス で は ， 図 1 に 示 した 如く ， 腰瘍径は 時間と共 に 増
大 し ， 21 日目 に は腰瘍径で 21 ．6士1 ．Om m ， 膿瘍湿 重 量
で 3．4 士0．4g を示 し た ． ま た ， 対照脾細胞と混 じて移
植 した M eth－A 細胞も ほ ぼ 同様 の 増殖を た どり ， 21日
目の 腰瘍径は 22．7土1．4m m
，
腰 瘍湿重 畳 は 3．9 士0， 4
g と ， Meth－A 細胞 の み を 移植 した の と 同様 で あ っ
た ． こ れ に 対 し ， 活性 化肺細胞 と混 じ て 移植 し た
M eth－ A 細胞 の腫瘍径は ， 対照牌細胞の も の と 比 較 し
て 常 に 小さ く ， 21日目の 腫瘍径は15．1土1．9m m ト 腫瘍
湿 重量は 1．6士0．5g と ， 腫瘍の 増殖 は有意に 抑制さ れ
てい た ．
2う C 203 U－I F N上 清液に よ る牌細胞晴性化実験成
績
脾細胞 を混 じな い M eth．A 細 胞 な ら び に 対 照 脾細
胞 を混 じた M eth－A 細胞 を移植 し た マ ウ ス で は ， 図2
に 示 した 如く ， ほぼ 同 一 の 腫瘍増殖を示 し ， 21日目 で
は ， それ ぞ れ 仁 腫瘍 径は 19．7士1．2m m お よ び 20．1 士
0－9m m
，
腫瘍湿重 量は3．4 士0．6g お よ び3．3 士0．3g で
あ っ た ． こ れ に 対 し 了活性化脾細胞を混 じて 移植 した
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Fig．3． E ffe ct of sple e n c ells pretr e ated with
C ultu r e s uper n at nt of Bla ckm o re c o c c al
pr epa r atio n o nthe gr o wth of Meth－ A c ells．
Referto fo otn ote of Fig． 1．
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M eth－A 細胞 の腫瘍径は ， 対照牌細胞 と混 じて 移植 し
た M eth－A 細胞の そ れ よ り常 に 小さ く ， 21日目 の 腫瘍
径 は 16，3 士0． 8m m ． 腫 瘍湿重量 は 1． 9士 0． 3g と ，
M etb． A 細胞 の 増殖 は 有 意 に 抑制 さ れ て お り ，
Su 一工FN 上清液 に よる も の と 同様 な結果が得 ら れ た ．
31 Bla ckm o r e－1 F N 上清液 に よ る脾細胞活性化実
験成績
脾細胞 を混 ぜ ずに 移植 し た M eth－ A 細 胞 な ら び に
対照脾細胞を混 じて移植 し た M eth．A 細 胞 は と も に
図3 に 示 した 如く ， 同様 な腫瘍 の 増殖 を 示 し ， 21日目
で ， それ ぞれ ， 腫瘍径 は 21．1 士0．8m m お よ び 22■7士
2．6m m ， 腫 瘍湿重量は3．5士0 ．4g お よ び4 －1 士0． 撫 で
あ っ た ． これ に 対 し ， 活性 化脾細胞 を混 じて 移植 した
M eth－A 細胞 は ， 対照脾細胞の も の に 比 し ， 腫瘍径 で
は ， 21日目 で 17．8士0．9m m と 明 らか な 増殖抑制効果
はみ られ な か っ たが ， 腫瘍湿 重 量は 1．9士0 ．3g と ， 対
照 と比 べ て腫瘍増殖 が有意 に 抑制 さ れ て い た ．
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Fig． 4， Effect of sple en c e11s pr etr e ated with
c ultu re s upe rnatant of Su c o c c al pr epa r ation
o n the gr owth of Meth
－A c ells． Experim ent
w as c arried o ut by the pr o c edu rede scribed in
fo otn ote of Fig． 1． Ho w e v e rm o u s e sple e n
c ells wer ein c ubated with c ultu r e super nata nt
co ntainingI F Nく30 Ulml indu c ed by Su c o c c al
pr epa r atio n a nd mix ed with M eth
－A c ellsin a
cellratio of lOこ1． T he n the mixtu r e w a s
in o c ulated s ubc utane ou sly into a m o u se■
Referto fo otn ote of Fig． 1．
地
2 ． I F N作 用濃度 30 Uノml を用 い た牌細胞活性化
実験
Su －IF N お よ び C203 S－I F N 上清液 を用 い て ， IF N
を 30 Uノml含 むI F N 上清液中で活性化 した脾細胞の
Meth－A 肉腫細胞に 対す る抗腫瘍効果 を， W in n の テ
ス トに て検 討 した ． す な わ ち ， M eth－ A 細 胞と活性化
牌細胞 また は 対照脾細胞 を 1 こ10に 混 じて マ ウ ス に移
植 し ト 腫 瘍の 増殖 を21日間観察 した 結果 は ， 図4 ， 5
の 如 く で あ る ．
11 Su －I F N 上清液 に よ る脾細胞活性化実験成績
脾細胞 を混 ぜずに 移植 し た M eth－A 細 胞 な ら びに
対照脾細胞を混 じて移惜した M eth－A 細胞 は ， 図 4に 示
し た 如く ， 時間の 経過 と と も に 直線的な腰瘍増大を示
し ， 21日目 で ， それ ぞれ ， 膿瘍径 は25．4 士1■2m m およ
び 24．3 士1．8m m ， 腫瘍湿重量 は 5．7 士0．7g お よ び
5．3士1 ．Og で あ っ た ． こ れ に 対 し， 活性化肺細胞を混
じ て移植 した M eth．A 細胞 は ， 対照牌細胞 の も の に 比
し腰痛径 は常 に 小さ か っ た が 時間の経過と と も に 腰瘍
は 直線的 に 増殖 し ， 21日目 で ， 膿瘍 径 は 21． 1 士2．O
m m ， 腫瘍湿重 量 は 3．8士0．9g と ， 対照群 と は有意な
差 は な か っ た ．
2フ C203S－工F N 上浦液に よ る 牌細胞活性化実験成
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Fig． 5． Effe ct of sple e n c els pr etr e ated
with
c ultu re s upe rn ata nt of C2 03Sc o c c al pr ep
ar a．
tio n o nthe gr o wth of Meth－A c ells． Referto
fo otn ote of Fig． 4．
A 群溶連薗に よ る誘起 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 抗腫 瘍清性
脾細胞 を混 じな か っ た M eth－ A 細胞 ， 対照 脾細胞 を
混じ た M eth－A 細胞 な ら び に 活性化肺細胞 を 混 じ た
Meth．A 細 胞は ， 図5 に 示 し た如く ， い ず れ も 時間と
とも に 直線的な腫瘍増殖 を 示 し ， 21日目 で ， そ れ ぞ
れ 巨 腫 瘍径 は 25．5 士1．1m m ， 26．9士1 ．5m m お よ び
25．3 士1 ．2m m ， 腫 瘍湿重 量 は6．0士0，7g ， 7．4 士0．8g お
よび5．7士0．7g で あ り各群 で は共に 有意な増殖抑制効
果を認め ら れ な か っ た ，
考 察
O K－432誘起 1 F Ny は 直接的 に
36I37，
あ る い は抗腰 癌
性マ ク ロ フ ァ ー ジの 誘 導
1 1，14I や N K 細 胞活性 の 増
強37脚 を介 して 間接的 に 抗腰 瘍効果 を 示 す こ と が 報告
さ れて お り ， O K－432の 抗腫瘍作用 を考 える 上 で 重 要
な経路 で あ る こ と が 示 唆さ れ て い る ．
本実験で 用 い た A群溶連菌の う ち ， S L S産生能 を有
する Su 菌 ， C 203S菌お よ び Bla ckm o r e菌 は抗腫瘍
性を持 ち ， S L S産生能 を持た な い C 203 U薗 に は抗腰
癌性がみ られ な い こ と が
，
01くa m OtO ら
7I 卿 に よ り 実証
され て い る ． しか しな が ら ， これ らの 抗腫瘍性な ら び
に非抗腫瘍性溶連薗菌株 で正 常無処置 マ ウス 脾細胞 を
刺激す る と ， 同 様 に I F Nを 誘起 し ， 誘起 さ れ た
工F N は共に ぽ ， 月 ， y を含有 し ， ま た ， ぽ ， 眉 ， y の
含有比も各菌株誘起 1FN 間 で は殆 ど同じ で あ る こ と
が池田祖1に よ り 示 さ れ た ． ま た ， 池田 は ， 活性が 最も
強い I F N は， 脾細胞数 1 XlO7個ノml， 薗標 品作用濃
度0．05 K Eノml， 培養時間24乃至48時間で あ る こ と を
示し ， 48時 間培養後 に 得 ら れ た 工F N 活性値 は
，
Su
薗， C 203S薗
，
C203 U菌お よ び Bla ckm o re 菌標 品
で，Jそ れ ぞれ 181Ulml
，
1 40 Ulml， 12 6UJlml およ び
157 Uノml で あ っ た ． こ の こ と よ り本実験 で は ， 池 田と
同じ条件下 で I F Nを誘起 し たが ， こ れ らの 工F N活性
値は
，
それ ぞれ 250 Uノml， 50 U l mi
，
1 10 Ulml お よ
び120Uノml で あ り
， 実験 に 用 い ら れ た す べ て の 南 棟
によ り 工F N が誘起 さ れ る こと が 確認 さ れ た が ， 活 性
値に つ い て は 若干異 な り ， そ の 理 由 に つ い て は不 明 で
あっ た ． こ の 様 に 抗腫 瘍性溶連菌お よ び 非抗腫瘍性溶
連菌は共に 工F Nを誘起 し ， 誘起 工F Nは 定性 ． 定量 的
に も
，
ま た 活性 に も殆 ど差 が 認め ら れ な か っ た こ と か
ら
， 各南棟誘起 工F N に 生物学的活性 すな わ ち牌細胞
の 抗腫 瘍性活性化 に 差異が あ る か 否 か が 問題視 され る
に至 っ た た め本実験が行わ れ た ． す な わ ち ， 各 汀 N
上滞液に よ り活性化さ れ た 牌削包の M eth－A 肉腫細
胞に 対する 腰瘍抑制効果を ， W in nの テ ス ト に よ り調
べ た ． その 結果， IFN を100 Uノml含 む I F N上 清液中
で 活性化 した 脾細胞 の う ち
，
S。－I F Nお よ び C 203 U，
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IF N上浦液 に よ る溶性化脾細胞 は同様 に 明 ら か な 腫
瘍増殖抑制効果 を 認 め た ． し か し ， B la ckm o r e．IF N
上 清液 に よ る も の は ， そ の 腫 瘍径 の 観察 で は明 ら か な
抗腫瘍効果 を示 さ な か っ たが
，
腫瘍重量 で は有意 な抑
制効果 が 認め られ ， Su －IF Nお よ び C 203 U－I F N 上清
液 に よ る も の と 同様 に 腫 瘍増殖抑制効果 を有す る と考
えら れ た ． 次 に ， I F N濃度 を 30Uノml と し て 行 っ た
Su－IF Nお よ び C203S－IF N 上清液で の 実験 で は ， 有
意な腫瘍増殖抑制効果が認め ら れ な か っ た が ， 1 F N濃
度を10O Uノmlと し て行 っ た実験に お い て
，
Su ．I F N上
清液 で活性化 し た脾細胞 が有意な抗腫瘍効果 を示 し て
い る こ と か ら ， 王F Nの 作 用演度が大き く 影響 し て い る
も の と考 え られ る ． この こ と よ り， C 203S菌以 外 の 各
菌の 工F N 上清液に よ り活性化さ れ た脾細胞は同様 に
抗腫瘍活性 を持 つ こ とが 示 され た ． 溶連 菌各菌株誘起
IF Nが 牌細胞 を活性化 す る こ と は
，
斎藤 ら14－が ，
O K－432誘起 膵N y を部分精製 し て ， そ の 抗腫瘍性 を
W in n の テ ス ト に よ り M eth－ A 細 胞に 対 し検討 し た結
果と ほ ぼ 一 致 し ， その 抗腫瘍性 は 膵 Ny に よ り活性化
さ れ た抗腫瘍性 マ ク ロ フ ァ ー ジに よ る もの で あ ると の
報告を し て お り ， 本実験で 示 さ れ た IF N上 清液 に よ
る活性化脾細胞 の 抗腫瘍効果も 主 に 工F Ny の 作 用 に
よ る もの と考 え られ た ． しか し な が ら
， 本実験 で 用 い
た I F N上 帝液は ． 正常無処置 BA L Bノcマ ウ ス 脾細胞
と各薗標品を培養 して得 られ た上 清液を実験 に 用 い た
も の で あ る が ， O K－432 を以前に 投与く前感作j し て お
い た マ ウ ス の 牌細胞 を O K－432で 刺激 す る と 1 FN y
の み な ら ず 工し2 や NK 細胞惰性化因子 が塵 生さ れ る
こ と な ど， O K－432の 前感作 に よる 様々 な サイ ト カイ
ン の 産生 が 報告野－され て い る こ と か ら ， 本実験 に お い
て も工F Ny以 外 の 可 溶性因子 の 関与は否 定 で き ず
， 今
後検討が 必 要 で ある と 考え られ た ．
以 上よ り
． 抗腫瘍 性の 有無 に 関わ ら ず ， A群溶連菌
の 各棟 はす ぺ て に I F N誘起能 を有 し ， 各誘起 工F N
は
，
その 脾細胞活性化に よる 抗腫 瘍性に は差 の な い 同
様 な生物活性 を も つ こ と が 示 さ れ
，
O K－432の 抗腫 瘍
作 用 を考 え る上 で も重要 な結果 が得 ら れ た ． す な わ
ち
，
斎 藤 ら 川 は ， O K－432の 作 用 機序 と し て
，
O K－432で 誘起 され た工F Ny が抗腰 瘍性 マ ク ロ フ ァ ー
ジ を活性化す る こ と に よ り抗腰 瘍効果 を示 す こ と が重
要 で ある と 考 え て い る が
， 本実験 に お い て ， 抗腫瘍性
をも たな い C203 U薗が ， 抗腫瘍性 を有 す る Su 菌 ，
C203S菌お よ び Bla ckm o r e菌 と同様に IF Nを誘起
し
，
か つ 誘 起 1 F N が抗腫瘍清性を有す る こ と が 示 さ
れ た こ と に よ り
， 各種 A群溶連菌の 示 す抗腫瘍活性と
I F N誘起能 と に は直接的な関係 は な い と考 えら れ ， 抗
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腫瘍性 の 発現 に 他の 主要な径路 の 存在が 示 唆 され た ．
こ の こ と よ り ， O K－432の 抗腫瘍作用 を明 らか に す る
上 で も ， 尚 一 層の A群溶連菌各棟 の 比較検討が 必 要と
考 え られ た ．
結 論
A群溶連菌 に お い て ， 抗 腫瘍性 を有 す る Su 薗 ，
C 203S菌 お よ び Bla ckm o r e菌 ， な ら び に 抗腰癌性 を
欠く C 203 U菌 を ， O広 一432の 調製法 に 準 じ て標晶化
し， 各菌標晶の 正 常 B A L BIcマ ウ ス 脾細胞で の I F N
誘起能を検討 し ， さ ら に 誘起 汀 N の生物学的活性 す
な わ ち 抗腫瘍活性 を比 較検 討 す る た め に ， 各 誘 起
肝 N 含有培車上清液 に よ り活性化 さ れ た 脾細胞 の
M eth－A 肉腫細胞 に 対す る 抗腫瘍効果 を W in n の テ ス
トに よ り調 べ ， 次の 如き結果を得た ．
1 ． C 203 U菌標晶 は ， Su 菌 ， C203 S菌 お よ び
Bla ckm or e薗樺 品と 同様 に I F N を誘起 し た ．
2 ． C 203 U菌標品に よ り誘起 さ れ た IF Nは ， Su 商
お よび Bla ckm o r e菌標品 に よ り誘起 さ れ た I F N と
同様 に 肺細胞 を活性化 し ， 有 意 な 抗腫瘍活性 を 示 し
た ．
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Antトtu m orActivity of Interfe ro nInduc ed by Gr o up A He m
olytic Str eptoc o cci
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m a c ology， School of
M edicin e， Ka nazaw a Univer sity， K anazaw a 92 0
－ J． Ju z e nM ed ． Soc ． ， 97，1 1 3 ト 1 14 6t19 881
Eey w o rdsこ gr O up A he m olytic strepto c o c ci， O K
－4 3 2， m O u S e SPle e n c ell， indu c ed
－
IF N， Win n
，
s a s s ay
It has bee n reported tha tstrains of gro up A hem olytic str eptoc o cci ha
v e an abilty to
indu c einterfe ron くI F Nl， ir r espe ctiv ely of their anticanc e r ac tivities， and also that the
inducedrIF Ns we r eno tdifferentin their qu alitativ e a nd quantitativ e prop
erties． The refore，
antトtJlm O r a C tivity of the I F Ns induced by str eptoc o c
cal strains Su ， C2 0 3 Sand B la ckm o re
with both antic ancer
－ and S L S－ pr Oducing abilities， and a str ain C 203 Uwitho ut eith
e r of
these abilities， W a S e Xamin ed． Pe nicillin G
－tre ated and lyophilzed pr eparations of these
streptoco ci w e re pr epa red ac cording to the pr
o c edure fo r O K－4 32， Su co cc al prepara tio n．
Briefly coc c al cells of e a ch strain grow n in a bro th c ultu r efo r
2 0 hr w e r esu spended in
Ber nheim er
，
s basal m ediu m c o ntaining pe nicillin G and in c ub
ated at3 7C for 2 0min， the n
at 4 5C fo r 3 0 min and lyophiliz ed－ I F Nactivities of cultu re supe r n at an
ts Of n o rm al
B A L BIc m o use sple e n ce11s and these coc c al pr epara tions after incubation a t37C
for 4 8 hr
w er e a s s ayed by u sing L 9 2 9cells and v esic ular st om atitis
vir u s． As the r es ult， all
prepa ratio ns induc ed IF Ns ap pr oxim ately tothe sa m e a m o un
ts■ The n， a n ti－ tu m O r a C tivity
of m ou s esple e n c ells activated with these c ultu r esuper na t ants
C Ontaining induc ed－IF Nwas
ex a mined by a tu mor n e utraliz atio n te stくW in n
，
s a ssay，． M ou s e sple e ncellsincubated with
the c ulture s uper na ta nt C Ont aining the induced
－I F Nく1 0 0Ulml or 3 0Ulml at3 7C for18
hr we remixed with Meth－ A s a r c om a cells at an E ffe ctorノTarget c e11ratio of lO， and th
e
mixture w as in o c ulated s ubc ut an eouslyinto a B A L BIc m ou se on the flank ． Tu mor gro
wth
w a s obse r ved for 21days． T he r esult w a sa sfollo
ws． M ous e spleen ce11s activ ated with
the cultu r esuper n at nt c o ntaining 10 0 Ulml of I F N indu c ed by c o c al pr epa ra tio n of
Su，
B la ckm or e or C 20 3U str ain ， Significantly inhibited tu mor growth． T hus， it w a ssho
w nthat
str ain C 2 03U without antica n cer abilityinduced IF N as w ella s strains Su and Bl
ackm ore
with anticanc e rability did， a nd that the r e wa sn o differen ce in biological a ctivity
obser ved
by W in n
，
s assay am ong these I F Ns ．
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